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【目的】糖尿病末梢神経障害は進行性で難治性の代表的な糖尿病合併症である。その
病因に対しては慢性的な高血糖により細胞外では局所的な低酸素血症・虚血や神経栄
養園子の欠乏またTNFαやIL-6などのサイトカインが、細胞内では活性酸素やポリオ
ール代謝の活性化・最終糖化産物(AGE)やその特異的受容体(Receptor for AGE)の上
昇・プロテインキナ-ゼC(PKC)の活性化・マイト-ゲン活性化プロテインキナ-ゼ
(MAPK)、誘導型NO合成酵素(iNOS)などの様々な関与が言われている。またその
治療として抗酸化剤やプロスタグランジンやアルド-ス還元酵素阻害薬、 pKC阻害薬
が使用されてきたが、糖尿病性神経障害を改善させる薬剤は少ない。最近高血糖状態
でCD45陽性の異常な骨髄細胞が肝臓や後根神経節や末梢神経に融合しプロインスリ
ン　TNFαを分泌し、融合した機能障害やアポトーシスを来しやすいことが報告され
ており、このた酬こ糖尿病性神経障害発症におけるTWαが強く関与している可能性
を考えた。本研究では糖尿病性神経障害のモデルとしてストレプトゾトシン(STZ)誘
発糖尿病マウス(I型糖尿病モデル)を用い、 TNmノックアウトマウスを対照とし糖尿
病性神経障害の発症におけるTNFaの重要性を再確認し、さらにTNFαの分子標的薬で
あるinfLiximabを用いて、 ・糖尿病末梢神経障害に対する治療効果を検討した。
[方法】 8過齢の雌性C57BL/6マウスおよびTWαノックアウトマウスを用いSTZ
170mg/kgおよびbufkrのみを投与し、それぞれのマウスにおいて糖尿病群と非糖尿病
群を作成した。 STZ投与前、および投与8週間後に神経伝導速度の測定とtail flick test
による反応薄時を測定し、また後根神経節に対してNF-kBとcaspase 3による染色、足
底の皮膚においてPGP9.5による染色で皮膚の神経密度を測定した。更に、同様に作成
したC57BI76マウスの糖尿病群・非糖尿病群に対しSTZ投与後8週後から血且iximab
(lOjxg/g)の腹腔内投与を行ったInfliximab投与開始後2,4週間後に神経伝導速度と
反応薄時の測定を行い、また後根神経節に対しNF-l曲とcaspase 3の染色、後根神経節
▼
におけるTNFα iNOS・IL6のm耳NAの定量、 TNFαの血中濃度、足底の皮膚におい
てPGP9.5による染色で皮膚の神経密度を測定した。
[結果】 C57BL/6の糖尿病群はSTZ投与後8過において有意なtail flick testの潜時延長な
らびに神経伝導速度の低下を認めたが、 TNFaノックアウトマウスではSTz投与後8過
においても伝導速度の低下や痛覚開催の悪化は詠めなかった。後根神経節に対する
NF-kBとcaspase 3による染色ではC57BIV6マウ元の糖尿病群マウスにおいて優位な上
昇を認めたが、 TNFα　ノックアウト群では糖尿病・非糖尿病群ともに上昇を認めな
かった。またC57BIV6では糖尿病群において皮膚の神経密度の低下を認めたが、 m
αノックアウトマウスでは糖尿病・非糖尿病群にも関わらず神経密度は低下してい
たo
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更にC57BIV6マウスの糖尿病群に対しinfliximab投与を行った所、投与開始後4週間で
神経伝導速度と痛覚閉値の改善が有意に認められ、後根神経節に対してNF-kBと
caspase 3による染色ではinflix血abを投与しなかった糖尿病群において優位な上昇を
認めたが、 infliximabを投与した群では上昇を認めなかった。また皮膚の神経密度は
infliximab投与を行った糖尿病群でも低下しなかった。さらに血清のTW αはinfliximab
を投与しなかった糖尿病群で上昇したが、 infliximab投与した糖尿病群では上昇は認め
なかった。また篠根神経節のTNF α　TLr6 'iNOSのmRNA定量でははinfliximabを投与
しなかった糖尿病群では上昇を認めたが、 infliximab投与した糖尿病群では上昇は見ら
れなかった。
【考察】本研究はまず糖尿病性神経障害においてTNFαが重要であることをTNPαノ
ツタアウトマウスにおいて検討をおこなった。糖尿病・非糖尿病群ともに神経伝導速
度の低下は見られず、また径根神経節での検討でもTNfαの下流に存在するNF-kBと
caspase 3の発現は上昇を認めなかった。しかし、 tail flick testまた皮膚の神経密度はTW
αノックアウトマウスにおいて糖尿病・非糖尿病で変化は見られなかったが、糖尿病
群・非糖尿病群ともにtail flick testでは反応薄時の延長をまた皮膚の神経密度は低下を
認めた。 TNFα・は無髄神経の髄芋幹形成に重要であり、 TNFαノックアウトマウスにお
いて熱に対する反応薄時が延長する報告があり、今回の結果はその報告と合致すると
考えたQ　しかし神経伝導速度は有髄線維由来であり、これまでのTNFαノックアウト
マウスの報告でも低下はなく、糖尿病群でも変化がなかったことから、 TNFαが糖尿
病性神経障害に対して重要な役割を果たしていると考えた。
さらにC57/BL6マウス`の糖尿病群に対してinfliximabの投与で神経伝導速度　tail flick
testは改善し、皮膚の神経密度は低下を認めなかっ・た。またTNFαの下流に位置する
NF-kBとcaspase 3は後根神経節において抑制されていた。これらからinfliximabは糖尿
Il
病性神経障害に有効である可能性が考えられたinfliximabはまた後根神経節における
皿RNAにおいてはTNP αだけでなく糖尿病性神経障害に関与する報告があるiNOSま
たⅡ′后も発現が抑制され、 TNFαとの関連が示唆された。
[結論】 DNの発症機序においてTNFaの重要性を確認した。またinfliximabの投
与が有効な治療戦略となる可能性があると考えられた
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糖尿病性神経障害には確立した治療法はない0本研究では糖尿病性神経障害におけるTNFα
の役割に焦点を当てTNFα阻害薬の治療薬としての可能性について検討を行い、以下の結果を
得たD
1) STZ誘発糖尿病wildtypeマウス(C57BL/6)では、 STZ投与後8週において神経伝導速度
の低下、 tail flick testにおける暫時の有意な延長、表皮内神経密度の低下、後根神経節で
のリン酸化NFLKBとcleaved caspase3の発現の増加を認めたが、 STZ誘発糖尿病TNFαノック
アウトマウスではSTZ投与後8過においても神経障害に伴う上記の変化を認めなかった。
2) STZ誘華糖尿病wild typeマウス(C57BL/6)に対しTNFα阻害薬であるinflixiraab投与
を行ったところ、投与開始後4週間で、神経伝導速度と痛覚間借の改善、後根神経節リン酸化
NF一KBとcleaved caspase3の発現の正常化が観察された。さらにinfliximabは血清のTNTα値、
後根神経節のTNFα・IL-6・iNOSのmRNAの発現を正常化させた0
本論文は、糖尿病性神経障害の発症機序におけるTNFαの役割とinfliximabによる治療の可
能性について新しい知見を与えたものであり、最終試験として論文内容に関連した試問を受け
合格したので、博士(医学)の学位論文に値するものと認められた。
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